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緒 言
著者らは，各種のアミノ酸１），塩基性アミノ酸２），リジン３），２官能性リジン誘導体４，５，６，７）のファー
ジ不活化作用に関して研究した．また，この研究の流れに沿って，２つのリジンの N端側リ
ジンの α‐アミノ基を N‐t‐ブチルオキシカルボニル基（Boc），C端側リジンのカルボキシル基
をエチルエステル（OEt）でブロックして２つの ε‐アミノ基を遊離させ，その間に一つのアミ
ノ酸を挿入した形の塩基性トリペプチド誘導体［Boc-Lys-Xxx-Lys-OEt（Xxx=Leu, Pro, Trp, Phe,
Gly, Ser）］を合成した８）．そして，ファージ不活化作用について検討した．その結果，Boc-Lys-
The synthesis of basic tripeptide derivatives [Boc-Lys-Xxx-Lys-OEt (Xxx=Gly, Leu, Phe, Pro, Ser
and Trp)] and the phage-inactivating effect of Boc-Lys-Trp-Lys-OEt were previously described. Here we
report the mechanism of phage-inactivating effect of Boc-Lys-Leu-Lys-OEt and Boc-Lys-Gly-Lys-OEt.
Divalent metal cations,acidic amino acids and nucleotides inhibited the inactivating effect. Chelating
agents enhanced the effect. Monovalent metal cations, basic and neutral amino acids, bases and nucleo-
sides had little or no effect on the effect. The findings suggest that the interaction of ε-amino groups of
the derivatives with the phosphate residues of phage DNA could be responsible for the phage-inactivating
effect.
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Trp-Lys-OEt, Boc-Lys-Leu-Lys-OEt, Boc-Lys-Gly-Lys-OEtは，ある種のファージに対して強い不
活化作用を示すことを見出し，さらにファージ不活化作用が最も強い Boc-Lys-Trp-Lys-OEtの
作用機序について研究した９）．
本報は，Boc-Lys-Trp-Lys-OEtに次いでファージ不活化作用の強い Boc-Lys-Leu-Lys-OEtおよ
び Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの作用機序について研究した結果を報告するものである．
実 験 方 法
１．塩基性トリペプチド誘導体
遊離した ε‐アミノ基をもつ２つのリジン間にロイシン（Leu）を挿入した Boc-Lys-Leu-Lys-
OEt，およびグリシン（Gly）を挿入した Boc-Lys-Gly-Lys-OEtを使用した８）．
２．ファージ
この２種の誘導体に感受性の高い J１ファージを使用した．ファージヴィリオンの頭部の核
酸は，２本鎖 DNAである．
３．ファージの計数
改変重層法によるプラークカウント法１０）によった．
４．ファージに対する作用
０．０２Mトリス‐塩酸緩衝液（pH７．４）にファージ（４×１０７PFU／ml）と誘導体を混和し，３７
で３０分間インキュベートすることによって検討した．誘導体は，水に対する溶解度が小さい
ため，エチルアルコール（EtOH）に溶解して使用した．したがって，反応混液に EtOHが５
容量％含まれることになるが，この濃度の EtOHはファージに影響を与えなかった．
５．ファージの精製
高力価のファージ溶菌液から，低速と高速の遠心を交互に繰り返す分画遠心によって，ファー
ジを濃縮・精製した，高速遠心は，分離用超遠心機（日立，５５P‐７２）を使用した．遠心後，DNase
と RNaseの酵素処理を行った．精製したファージは，０．０２Mトリス‐塩酸緩衝液（pH７．４）に
懸濁した，
６．電子顕微鏡観察
精製ファージ懸濁液に２％リンタングステン酸（pH７）を混合して，２分間ネガティブ染
色を行った．その１滴をマイクログリッド，次いでコロジオン膜を張り，炭素を真空蒸着した
シートメッシュに載せ，電子顕微鏡（日本電子，JEM‐１００B）で観察した．
７．その他
ファージに関するその他の実験方法は，標準法１１，１２）にしたがった．
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結 果
１．塩基性トリペプチド誘導体のファージ不活化作用
６種の塩基性トリペプチド誘導体の９種のファージに対する作用については報告した８）．誘
導体のうち，Boc-Lys-Trp-Lys-OEtは J１，T３，δA，φ６ファージ，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtは J１，δA
ファージ，Boc-Lys-Gly-Lys-OEtは J１ファージに対して強い不活化作用を示した．
Table１に，この３種の誘導体の J１ファージに対する作用を示す．Boc-Lys-Trp-Lys-OEtが最
も強く，次いで Boc-Lys-Leu-Lys-OEt，Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの順であった．ε‐アミノ基が１つ
遊離した Boc-Lys-OMe，ε‐アミノ基は２つ遊離しているがアミノ酸が挿入されていない Boc-
Lys-Lys-OEtは，作用を示さなかった．
Fig.1. Phage-inactivating curve of Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Phage J 1 (4×10７ PFU/ml) was incubated with different concentra-
tions of Boc-Lys-Leu-Lys-OEt in 0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 37
. Concentration of Boc-Lys-Leu-Lys-OEt:‐‐‐, 0 M;, 9×10－５M;■,
1×10－４M;, 3×10－４M;▲, 4×10－４M,△, 5×10－４M.
Table 1. Inactivating effect of basic tripeptide derivatives on phage J1
Derivative Concn. (M) Survival (%)
Boc-Lys-Trp-Lys-OEt 1×10－３ 0
4×10－４ 0
Boc-Lys-Leu-Lys-OEt 1×10－３ 0
4×10－４ 0～1
Boc-Lys-Gly-Lys-OEt 1×10－３ 0
4×10－４ 5～7
Boc-Lys-OMe 1×10－３ 90～100
Boc-Lys-Lys-OEt 1×10－３ 90～100
Phage J1 (4×10７ PFU/ml) was incubated with a derivative in 0.02 M Tris-HCl
buffer (pH 7.4) for 30 min at 37.
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Fig.2. Irreversibility of inactivation of phage by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Phage J 1 (4×10７ PFU/ml) was incubated with 3×10－４ M Boc-Lys-Leu-Lys-OEt in
0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4) at 37. At times indicated in the figure, an aliquot of the
reaction mixture was diluted 100-fold with the buffer and further incubated at 37.
２．Boc-Lys-Leu-Lys-OEt のファージ不活化作用
ファージ不活化作用が Boc-Lys-Trp-Lys-OEtの次に強い Boc-Lys-Leu-Lys-OEtおよび Boc-Lys-
Gly-Lys-OEtの作用機序について，J１ファージを用いて研究した．
最初に，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtの作用について検討した．
Fig．１にファージ不活化曲線を示す．曲線の形から，不活化の反応速度は，反応の初期に速
く，その後は次第に減少することが分かる．
また，不活化反応の可逆性について検討した．すなわち，反応の途中，反応混液の Boc-Lys-
Leu-Lys-OEtを除去（実験的には１００倍希釈する）した場合に，プラーク形成能を失ったファー
ジのプラーク形成能回復がみられるかどうか調べた．その結果，Fig．２に示すように，反応の
初期に除去した場合でも，不活化ファージの活性回復はみられなかった．このことは，ファー
ジ不活化作用が不可逆的であることを示す．
３．Boc-Lys-Leu-Lys-OEt のファージ不活化作用に影響する因子
Boc-Lys-Leu-Lys-OEtのファージ不活化作用の機序を解明するために，不活化作用に影響す
る因子について検討した．Boc-Lys-Leu-Lys-OEt（３×１０－４M）とファージを３７で３０分間イン
キュベートし，ファージ生存率が１０％のときを比較の基準とした．
３．１ pH
トリス‐塩酸緩衝液とリン酸緩衝液の pHを変えて，作用に及ぼす pHの影響について検討し
た．結果は Fig．３に示す．pH７以上では，pHが高くなるにつれて作用は増大した．pH７以下
では，pHの低下につれて作用は低下した．また，トリス‐塩酸緩衝液に比べ，リン酸緩衝液で
作用が小さいことが分かる．
以下の実験は，生理的な pH７．４で行った．
３．２ 温度
温度の影響について検討した．結果は Table２に示す．１０以下の低温では，長時間（１２０分）
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反応させても不活化はみられなかった．２０以上では，温度が高くなるにつれて作用は増大し
た．４３では，作用は著しかった．
以下の実験は，３７で行った，
３．３ 金属イオン，金属キレート剤
金属イオンと金属キレート剤の影響について検討した．結果は Table３に示す．１価カチオン
の Na＋と K＋は，作用にほとんど影響を及ぼさなかった．２価カチオンのMg２＋，Ca２＋，Mn２＋は，
作用を完全に阻害した．金属キレート剤の EDTAとクエン酸塩は，作用を著しく促進した．
３．４ アミノ酸
アミノ酸の影響について検討した．Table４に示すように，塩基性アミノ酸と中性アミノ酸
は，作用に影響を及ぼさなかった．酸性アミノ酸のアスパラギン酸とグルタミン酸は，作用を
阻害した．酸性アミノ酸のカルボキシル基がアミド化されたアスパラギン（Asn）とグルタミ
ン（Gln）は，作用に影響を及ぼさなかった．
Fig.3. Effect of pH on inactivation of phage by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Phage J 1 (4×10７PFU/ml) was incubated with 1×10－４M (―) or 3×10－４
M (‐‐) Boc-Lys-Leu-Lys-OEt for 30 min at 37 in 0.02 M Tris-HCl ()
buffer or 0.02 M phosphate buffer (■).
Table 3. Effect of metal cations and chelating agents on inacti-
vation of phage J1 by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Addition Concn. (M) Survival (%)
None 0 10
Na+ 1×10－３ 10～20
K+ 1×10－３ 10～20
Mg２＋ 1×10－４ 90～100
Ca２＋ 1×10－４ 90～100
Mn２＋ 1×10－４ 90～100
Citrate 1×10－４ 0
EDTA 1×10－４ 0
Phage J1 (4×10７PFU/ml) was incubated with 3×10－４M
Boc-Lys-Leu-Lys-OEt and an additional substance in 0.02 M
Tris-HCl buffer (pH 7.4) for 30 min at 37.
Table 2. Effect of temperature on inactivation of
phage J1 by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Temperature () Survival (%)
0～4 a 90～100
10 a 90～100
20 80～90
30 20～30
37 10
40 1～2
43 0～1
Phage J1 (4×10７ PFU/ml) was incubated with 3×
10－４ M Boc-Lys-Leu-Lys-OEt in 0.02 M Tris-HCl
buffer (pH 7.4)for 30 min at each temperature.
a Incubated for 120 min.
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３．５ 塩基，ヌクレオシド，ヌクレオチド
核酸の構成成分である塩基，ヌクレオシド，ヌクレオチドの影響について検討した．Table
５に示すように，塩基は，作用にほとんど影響を及ぼさなかった．塩基に糖が結合したヌクレ
オシドのデオキシアデノシン，デオキシグアノシン，デオキシシチジン，デオキシチミジンは，
作用にほとんど影響を及ぼさなかった．ヌクレオシドにリン酸が結合したヌクレオチドでは，
dGMPと dTMPは作用を完全に阻害し，dAMPと dCMPは著しく阻害した．
Table 4. Effect of amino acids on inactivation of phage J1 by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Addition Concn. (M) Survival (%)
Basic Arg 1×10－２ 10
His 1×10－２ 10
Lys 1×10－２ 10
Orn 1×10－２ 10
Acidic Asp 1×10－２ 40～50
Gly 1×10－２ 70～80
Neutral Ala 1×10－２ 10
Asn 1×10－２ 10
Gly 1×10－２ 10
Hyp 1×10－２ 10
I le 1×10－２ 10
Leu 1×10－２ 10
Met 1×10－２ 10
Phe 1×10－２ 10
Pro 1×10－２ 10
Ser 1×10－２ 10
Thr 1×10－２ 10
Tyr 1×10－２ 10
Val 1×10－２ 10
See legend to Table 3.
Table 5. Effect of bases, nucleosides and nucleotides on inactivation of phage J1
by Boc-Lys-Leu-Lys-OEt.
Addition Concn. (M) Survival (%)
Base Adenine 1×10－２ 10～20
Guanine 1×10－２ ― a
1×10－３ 10
Cytosine 1×10－２ 10～20
Thymine 1×10－２ 10～20
Nucleoside Deoxyadenosine 1×10－２ 10～20
Deoxyguanosine 1×10－２ 15～25
Deoxycytidine 1×10－２ 15～25
Deoxythymidine 1×10－２ 15～25
Nucleotide dAMP 1×10－２ 70～90
dGMP 1×10－２ 90～100
dCMP 1×10－２ 70～90
dTMP 1×10－２ 90～100
See legend to Table 3.
a No data were available due to the poor solubility of the substance.
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以上の結果は，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtの ε‐アミノ基がヌクレオチドのリン酸基と相互作用す
ることを示している．さらに，誘導体とファージ DNAの相互作用が示唆される．
３．６ タンパク質
タンパク質と Boc-Lys-Leu-Lys-OEtの相互作用について，モデルとして牛血清アルブミン
（BSA）を用いて検討した．実験は，１）BSAと誘導体を混和してプレインキュベートする，
２）ファージを加えてインキュべートする，３）反応混液に残存する遊離ファージを計数する，
という方法によった．結果は Table６に示す．BSAは，高濃度でも誘導体と相互作用しなかっ
た．したがって，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtは，ファージのタンパク質とは相互作用しないと考え
られる．
４．Boc-Lys-Leu-Lys-OEt によって不活化されたファージ
Boc-Lys-Leu-Lys-OEtよって不活化されたファージについて検討した．
１）紫外部吸収
不活化に際して，ファージヴィリオンの頭部からファージ DNAのリリース（殻外放出）が
起こるかどうか調べた．その結果，不活化ファージ懸濁液において紫外部吸収の増大はみられ
なかった．すなわち，頭部から DNAのリリースは起こらないことが分かる．
２）電子顕微鏡観察
不活化されたファージヴィリオンを電子顕微鏡で観察した．形態学的には，頭部と尾部の構
造に変化はみられなかった．頭部のゴースト化がみられないことは，DNAのリリースが起こっ
ていないことを裏付ける．
５．Boc-Lys-Gly-Lys-OEt のファージ不活化作用
次に，Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの作用について検討した，
ファージ不活化曲線の形から（図省略），不活化の反応速度は，反応の初期に速く，その後
は次第に減少することが分かった．
不活化反応の可逆性については，反応の初期に誘導体を除去した場合でも，不活化された
ファージの活性回復はみられなかった（図省略）．したがって，誘導体のファージ不活化作用
は，不可逆的であることが分かった．
Table 6. Interaction between BSA and Boc-Lys-Leu-Lys-OEt as determined by
inhibition of phage-inactivating effect.
Boc-Lys-Leu-Lys-OEt (M) BSA (µg/ml) Free phage remaining (%)
0 0 90～100
0 1 90～100
3×10－４ 0 10
3×10－４ 0.1 10
3×10－４ 1 10～20
3×10－４ 10 10～20
Bovine serum albumin (BSA) and Boc-Lys-Leu-Lys-OEt were preincubated for 15 min
at 37. To the mixture was added phage J1 (4×10７PFU/ml) and incubated for 30 min
at 37.
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６．Boc-Lys-Gly-Lys-OEt のファージ不活化作用に影響する因子
Boc-Lys-Gly-Lys-OEtのファージ不活化作用に影響する因子について検討した，
６．１ pHおよび温度
緩衝液の pHを変えて，作用に及ぼす pHの影響について検討した（図省略）．pH７以上で
は pHが高くなるにつれて作用は増大した．pH７以下では，pHの低下につれて作用は低下し
た．
次いで，温度の影響について検討した（表省略）．１０以下では，長時間反応させても作用
はみられなかった．２０以上では，温度が高くなるにつれて作用は増大した．４３では作用は
著しかった．
６．２ 金属イオン，金属キレート剤，アミノ酸，核酸構成成分
金属イオン，金属キレート剤，アミノ酸，核酸塩基，ヌクレオシド，ヌクレオチドの影響に
Table 7. Effect of selected substances on inactivation of phage J 1 by Boc-Lys-Gly-Lys-OEt.
Addition Concn. (M) Survival (%)
Metal cation Na+ 1×10－２ 10～20
K+ 1×10－２ 10～20
Mg２＋ 1×10－４ 90～100
Ca２＋ 1×10－４ 90～100
Cherating agent Citrate 1×10－４ 0
EDTA 1×10－４ 0
Basic amino acid Arg 1×10－２ 10～20
His 1×10－２ 10～20
Lys 1×10－２ 10～20
Orn 1×10－２ 10～20
Acidic amino acid Asp 1×10－２ 40～60
Glu 1×10－２ 40～60
Neutral amino acid Ala 1×10－２ 10
Gly 1×10－２ 10
Leu 1×10－２ 10
Met 1×10－２ 10
Phe 1×10－２ 10
Base Ade 1×10－３ 10～20
Gua 1×10－３ 10～20
Cyt 1×10－２ 10～20
Thy 1×10－２ 10～20
Nucleoside Deoxyadenosine 1×10－２ 15～25
Deoxyguanosine 1×10－２ 15～25
Deoxycytidine 1×10－２ 10～20
Deoxythymidine 1×10－２ 10～20
Nucleotide dAMP 1×10－２ 70～90
dGMP 1×10－２ 90～100
dCMP 1×10－２ 50～60
dTMP 1×10－２ 90～100
Phage J1 (4×10７ PFU/ml) was incubated with 5×10－４ M Boc-Lys-Gly-Lys-OEt and an additional sub-
stance in 0.02 M Tris-HCl buffer (pH 7.4) for 30 min at 37.
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ついて検討した，結果は Table７に示す．
１価カチオンの Na＋と K＋は，作用にほとんど影響を及ぼさなかった．２価カチオンのMg２＋，
Ca２＋は，作用を完全に阻害した．金属キレート剤の EDTAとクエン酸塩は，作用を著しく促進
した．
塩基性アミノ酸と中性アミノ酸は，作用に影響を及ぼさなかった．酸性アミノ酸は，作用を
阻害した．
核酸塩基は，作用にほとんど影響を及ぼさなかった．ヌクレオシドは，作用にほとんど影響
を及ぼさなかった．ヌクレオチドのうち，dGMPと dTMPは作用を完全に阻害し，dAMPと
dCMPは著しく阻害した．
以上の結果は，Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの ε‐アミノ基がヌクレオチドのリン酸基と相互作用す
ることを示している．さらに，誘導体とファージ DNAの相互作用が示唆される．
６．３ タンパク質
タンパク質と Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの相互作用について，BSAを用いて検討した（表省略）．
その結果，BSAは，高濃度でも誘導体と相互作用しないことが示された．したがって，誘導
体は，ファージのタンパク質とは相互作用しないと考えられる．
７．Boc-Lys-Gly-Lys-OEt によって不活化されたファージ
Boc-Lys-Gly-Lys-OEtによって不活化されたファージについて検討した．
１）紫外部吸収
不活化に際して，ファージヴィリオンの頭部からファージ DNAのリリースが起こるかどう
か調べた．その結果，不活化ファージ懸濁液において紫外部吸収の増大はみられなかった．す
なわち，DNAのリリースは起こらないことが分かった．
２）電子顕微鏡観察
不活化されたファージを電子顕微鏡観察で観察した．形態学的には，頭部と尾部の構
造に変化はみられなかった．頭部のゴースト化がみられないことは，ファージ DNAのリリー
スが起こっていないことを裏付ける．
以上，Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの作用機序は，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtと基本的に同じであること
が分かった．
考 察
ε‐アミノ基がファージ不活化作用に関与する官能基であることが分かっている３）．しかし，ε‐
アミノ基が１つ遊離した Boc-Lys-OMe，ε‐アミノ基は２つ遊離しているがアミノ酸が挿入され
ていない Boc-Lys-Lys-OEtは，不活化作用を示さなかった（Table１）．このことは，２つの ε‐
アミノ基間にアミノ酸が挿入されることが作用に必須であることを示している．
塩基性トリペプチド誘導体８）のファージ不活化作用に関する研究９）の続報として，Boc-Lys-
Leu-Lys-OEtおよび Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの作用機序について研究した．
この２種の誘導体のファージ不活化作用に影響する因子について検討して，次のことが分
かった．１）１価カチオンは作用にほとんど影響を及ぼさない．２）２価カチオンは作用を阻
害する．３）金属キレート剤は作用を促進する．４）塩基性アミノ酸と中性アミノ酸は，作用
に影響を及ぼさない．５）酸性アミノ酸は作用を阻害する．６）核酸塩基は作用にほとんど影
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響を及ぼさない．７）塩基に糖が結合したヌクレオシドは，作用にほとんど影響を及ぼさない．
８）ヌクレオシドにリン酸が結合したヌクレオチドは，作用を阻害する．
２価カチオンが作用を阻害するのは，ε‐アミノ基とヌクレオチドのリン酸残基の相互作用が
拮抗阻害されることで説明できる．酸性アミノ酸が作用を阻害するのは，ε‐アミノ基が酸性ア
ミノ酸のカルボキシル基によって中和されることで説明できる．ヌクレオチドが作用を阻害す
るのは，そのリン酸残基が ε‐アミノ基と相互作用することで説明できる．
以上のことは，Boc-Lys-Leu-Lys-OEtおよび Boc-Lys-Gly-Lys-OEtの ε‐アミノ基とヌクレオチ
ドのリン酸残基の相互作用を明示している．
Boc-Lys-Trp-Lys-OEtの作用機序に関する前報９）では，ポリヌクレオチドである DNAを用い
て，コロイド滴定法によるリン酸基の定量，蛍光の測定，円二色性の測定などを行い，次のこ
とが分かっている，１）誘導体の ε‐アミノ基と DNAのリン酸基が静電気的に相互作用をする，
２）誘導体のトリプトファンのインドール環が DNA塩基の積層構造にインターカレートし，
誘導体と DNAが複合体を形成する，３）複合体形成によって DNAの二次構造に変化が起こ
る，４）そして，ファージの活性が失われる．
本報では，DNAを用いて実験していないが，同じ塩基性トリペプチド誘導体なので，Boc-
Lys-Try-Lys-OEtの作用と基本は同様であろう．すなわち，１）Boc-Lys-Leu-Lys-OEtおよび Boc-
Lys-Gly-Lys-OEtの ε‐アミノ基とファージ DNAのリン酸基が相互作用する，２）誘導体と DNA
の複合体が形成される，３）これは不可逆的な結合であり，ファージ不活化の基因である，と
考えられる．２種の誘導体の不活化反応の可逆性に関する実験において，誘導体の作用は不可
逆的であった．このことは，誘導体とファージ DNAの不可逆的な複合体形成（結合）を裏付
ける．
摘 要
塩基性トリペプチド誘導体の Boc-Lys-Leu-Lys-OEtおよび Boc-Lys-Gly-Lys-OEtは，強い
ファージ不活化作用を有している．この２種の誘導体の不活化作用の機序について，J１ファー
ジを用いて研究した．
塩基性アミノ酸と中性アミノ酸は，作用に影響を及ぼさなかった．１価カチオン，核酸塩基，
ヌクレオシドは，作用にほとんど影響を及ぼさなかった．２価カチオン，酸性アミノ酸，ヌク
レオチドは作用を阻害した．金属キレート剤は作用を促進した．これらは，誘導体の ε‐アミ
ノ基がヌクレオチドのリン酸残基と相互作用することを示す．他方，誘導体とタンパク質の相
互作用は示されなかった．誘導体によるファージの不活化は不可逆的であった．したがって，
誘導体の ε‐アミノ基とファージ DNAのリン酸残基の相互作用，引き続いての不可逆的な複合
体形成が示唆される．ファージ不活化作用は，誘導体とファージ DNAの不可逆的な複合体形
成に基因すると考えられた．
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